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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
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Obstaja veliko različnih vrst kivija iz rodu Actinidia, vendar komercialno najpomembnejši sta 
A. chinensis in A. deliciosa. Ostale vrste se uporabljajo v programih žlahtnjenja predvsem kot 
vir genetskega materiala za vpeljavo novih lastnosti. Žlahtnjenje kivija se izvaja z namenom 
izboljšanja okusa, povečanja pridelka, spremembe barve mesa kivija, dolžine obstojnosti in 
shranjevanja, prilagoditve na klimatske razmere ter uvedbe novih lastnosti (Ferguson in Seal, 
2008). 
 
Že od nekdaj so bile, tako za žlahtnjenje kivija kot drugih rastlinskih vrst, v uporabi 
standardne metode, vendar je v zadnjem času zaradi določenih omejitev prišlo do iskanja 
novih rešitev. Hiter razvoj na področju biotehnologije rastlin predstavlja velik potencial v 
programih žlahtnjenja. Prav razvoj hitrejših, učinkovitejših in enostavnejših biotehnoloških 
tehnik je ključnega pomena za učinkovito žlahtnjenje in pridobivanje novih kultivarjev. Se pa 
še danes te metode uporabljajo v kombinaciji s standardnimi metodami in tako rezultirajo v 
vpeljavi želenih lastnostih. 
 
Namen diplomske naloge je pregled obstoječe literature na področju žlahtnjenja kivija, ki 
zajema dosežke znotraj rodu Actinidia z naslednjimi biotehnološkimi metodami medvrstnega 
križanja in vitro: somatska hibridizacija s fuzijo protoplastov, medvrstno križanje z 
reševanjem zarodkov, tehnike manipulacije ploidnosti ter genska transformacija rastlin. 
2 ROD Actinidia 
Rod Actinidia sestavlja približno 50-60 vrst prepoznanih na Kitajskem in nekaj v njenih 
sosednjih državah (Ferguson in Seal, 2008). Izmed vseh plodov rodu Actinidia je kivi najbolj 
znan in igra pomembno vlogo na svetovnem trgu. Pod izrazom kivi sta zajeti dve komercialno 
najpomembnejši vrsti: Actinidia deliciosa in Actinidia chinensis (Nishiyama, 2007). Obe sta 
do začetka 20. stoletja prosto rasli predvsem na Kitajskem. Vrsto A. deliciosa so prvič 
prenesli izven Kitajske leta 1904 na Novo Zelandijo (Ferguson, 2004). Tam so bili okoli leta 
1930 vzgojeni tudi prvi sadovnjaki za komercialno pridelavo. Kasneje je bila na Kitajskem 
udomačena še A. chinensis, ki je bila tam prvič sistematično gojena okoli 1960 (Ferguson in 
Seal, 2008).  
 
Po svetu se pridela okoli 1,5 do 1,6 milijona ton kivija (Ferguson in Seal, 2008). Največjo 
vlogo na mednarodnem trgu s kivijem imajo Italija, Kitajska, Nova Zelandija, Francija, 
Grčija, Japonska in ZDA (Nishiyama, 2007). Približno 85 % komercialno pridelanega kivija 
predstavlja A. deliciosa in 15 % A. chinensis. Za komercialno pridelavo počasi postaja 
pomembna še A. arguta, ostale vrste pa imajo potencial predvsem kot uporaben genetski 
material za razvoj novih kultivarjev s pomočjo različnih metod žlahtnjenja, opisanih v 
nadaljevanju (Nishiyama, 2007). 
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2.1 VRSTE RODU Actinidia 
2.1.1 Actinidia deliciosa 
Ljudem najbolj znan kivi je vrsta A. deliciosa. Gre za tradicionalen kivi, ki prevladuje na 
svetovnem trgu. Plod je velik, tehta približno 120 g, ima dolge trde goste dlačice na rjavi koži, 
meso ploda je zeleno, sredica je bela s črnimi semeni. Je dobrega okusa, ima zmerno vsebnost 
vitamina C in zelo dolgo dobo shranjevanja. Glede na ploidnost spada med heksaploide 
(Ferguson in Seal, 2008). 
 
Znotraj vrste je znanih več kultivarjev, med katerimi je najbolj razširjen A. deliciosa 
'Hayward'. Zaradi velikosti plodov in okusa velja za najboljšega in najbolj zaželenega na trgu. 
Hkrati predstavlja merilo kakovosti za vse nove kultivarje, saj jih potrošniki primerjajo z 
njim. Izvažajo ga po vsem svetu, kar omogoča njegova dolga doba shranjevanja. Čeprav ga je 
v primerjavi z drugimi kultivarji težje gojiti in je njegova trta manj donosna, ostaja njegova 
pridelava zaradi kakovosti plodov zanimiva (Ferguson, 1999). Kultivar, ki je komercialno 
gojen samo na Kitajskem in zavzema približno 30 % vseh kitajskih nasadov, je A. deliciosa 
'Qinmei' (Ferguson in Seal, 2008). Njegovi plodovi so zadovoljive velikosti, vendar ima blag 
okus in relativno kratko dobo shranjevanja (Ferguson, 1999). 
2.1.2 Actinidia chinensis 
Vrsta kivija, katere plod je najbolj podoben plodu vrste A. deliciosa, je A. chinensis. Njen 
plod tehta približno 100 g, na rjavi ali zeleni koži ima mehke kratke dlačice, meso je zeleno 
ali rumeno, sredica je bela s črnimi semeni. Je nekoliko bolj sladkega okusa kot A. deliciosa, 
doba shranjevanja je krajša, občutljiva je na spomladansko zmrzal, ima pa zelo visoko 
vsebnost vitamina C. Kultivarji te vrste so običajno diploidni ali tetraploidni (Ferguson in 
Seal, 2008). 
 
Znotraj te vrste je v največjem obsegu gojen kultivar A.chinensis 'Hort16A'. Gre za diploid, ki 
so ga vzgojili na Novi Zelandiji, danes pa ga vzgajajo tudi izven nje, v državah z licenco. 
Njegovo komercialno ime je »ZESPRITM GOLD«. Meso ploda je svetlo rumene barve, en 
konec plodu pa je kljunasto oblikovan (Nishiyama, 2007; Ferguson in Seal, 2008). Za razliko 
od kultivarja 'Hort16A' je kultivar A. chinensis 'Jintao' tetraploid. Jintao v kitajščini pomeni 
zlata breskev, kateri je ta kultivar po obliki in zlato rumeni barvi zelo podoben. Posledično se 
je tudi pod komercialnim imenom uveljavil kot »Zlat kivi« (Nishiyama, 2007). 
2.1.3 Actinidia arguta 
Plod vrste A. arguta je mnogo manjši od plodov zgoraj omenjenih vrst. Tehta približno 10 g, 
je brez dlačic, zato je njegova koža užitna. Meso je zeleno, sredica prav tako bela s črnimi 
semeni. Navadno je zelo sladkega okusa, ima pa zelo omejeno dobo shranjevanja in 
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neenakomerno zori. Prednost te vrste je, da je njena trta odporna na mraz. Kultivarji so 
tetraploidni ali heksaploidni (Ferguson in Seal, 2008). A. arguta 'Ananasnaya' je v največjem 
obsegu gojen kultivar te vrste in sicer v ZDA in Čilu. Zaradi majhnih plodov je njegovo 
komercialno ime tudi »Baby kivi« (Nishiyama, 2007). 
2.1.4 Actinidia kolomikta 
Plod vrste A. kolomikta je zelo majhen, zrel tehta 1-3 g, ima zelo kratko dobo shranjevanja, 
vendar je zelo sladek in vsebuje veliko vitamina C. Njegova pomembna lastnost je odpornost 
na nizke temperature. V programih žlahtnjenja ga uporabljajo za pridobitev na mraz odpornih 
križancev (Ferguson, 1999; Asakura in Hoshino, 2017). Za komercialno pridelavo so potrebne 
dodatne izboljšave te vrste (Asakura in Hoshino, 2017). Njegova posebnost so zeleno-roza 
obarvani listi v času cvetenja, zato jo uvrščamo tudi med okrasne rastline (Asakura in 
Hoshino, 2016). 
 
Raznolikost rodu Actinidia je izjemno velika, vendar imajo ostale vrste zelo majhen 
komercialni pomen. Pri žlahtnjenju kivija se jih večinoma uporablja kot vir genetskega 
materiala.  
3 SPLOŠNE ZNAČILNOSTI KIVIJA 
Kivi je velika, razraščena trta, ki za rast nujno potrebuje podporne strukture. Uspeva na dobro 
izsušenih tleh in v okolju z dovolj visoko zračno vlago. Občutljiv je na zmrzal, temperature ne 
smejo biti pod 0°C, kljub temu pa potrebuje zimsko obdobje za prekinitev dormance in 
zagotovitev cvetenja. Temperature poleti ne smejo biti nadpovprečno visoke, saj lahko 
povzročijo prehitro zorenje in odpadanje plodov ter listov. Navedeni pogoji uspevanja se med 
dvema komercialno najpomembnejšima vrstama nekoliko razlikujejo. A. chinensis bolj zgodaj 
prekine dormanco, občutljiva je na spomladansko zmrzal, vendar bolj tolerantna na visoke 
poletne temperature kot A. deliciosa. Vzrok za razlike je najverjetneje naravna razširjenost 
rastlin. A. chinensis izvira iz vzhoda Kitajske, kjer je topleje, medtem ko A. deliciosa iz gorate 
notranjosti, kjer je hladneje in bolj vlažno. Vse vrste rodu Actinidia so dvodomne, kar 
pomeni, da je za njihovo razmnoževanje nujno potrebno križanje z drugo rastlino. Rezultat 
tega je visoka heterozigotnost (Ferguson in Seal, 2008). 
4 ŽLAHTNJENJE KIVIJA 
Žlahtnjenje kivija se izvaja z namenom izboljšanja različnih lastnosti (Ferguson in Seal, 
2008). To nam omogočajo različne metode žlahtnjenja. Sprva so bile v uporabi predvsem 
standardne metode, vendar je zaradi različnih omejitev le teh prišlo do razvoja novejših 
molekularno bioloških in biotehnoloških metod. Kljub novim so standardne metode še danes 
v uporabi in se skupaj z novejšimi uporabljajo v programih žlahtnjenja. 
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4.1 RAZVRSTITEV METOD ŽLAHTNJENJA 
Metode v programih žlahtnjenja tako kivija kot drugih rastlin lahko razvrstimo po več 
različnih kriterijih. V splošnem jih delimo na in vivo (na polju) ter in vitro (v laboratoriju). Na 
polju se izvajajo predvsem standardne metode, medtem ko se v laboratoriju poslužujemo 
molekularno bioloških in biotehnoloških tehnik. Lahko jih delimo še glede na število 
uporabljenih vrst kivija pri križanju in sicer na metode križanja znotraj ene vrste ter metode 
medvrstnega križanja. V nadaljevanju bomo podrobneje spoznali biotehnološke metode 
medvrstnega križanja in vitro, ki omogočajo doseg želenih lastnosti pri kiviju. 
5 OMEJITVE STANDARDNIH METOD PRI ŽLAHTNJENJU KIVIJA 
Pod standardne metode štejemo predvsem ročno opraševanje ter drugo obsežno delo na polju. 
Pri tem so pri križanju v programih žlahtnjenja kivija prišle do izraza naslednje negativne 
lastnosti (Ferguson in Seal, 2008): 
- dvodomnost,  
- različna ploidnost vrst in kultivarjev znotraj vrste, 
- dolg generacijski čas,  
- potreba podpornih struktur,  
- bujna vegetativna rast, 
- zahteve za prekinitev dormance, 
- potreba po stalni kontroli rasti za zagotavljanje plodov.  
 
Rešitev za njihovo izboljšanje so iskali v molekularno bioloških in biotehnoloških tehnikah in 
vitro, ki omogočajo medvrstno križanje in hitrejšo pridobitev križancev z želenimi lastnostmi. 
6 SOMATSKA HIBRIDIZACIJA Z ZDRUŽITVIJO PROTOPLASTOV 
Ena izmed biotehnoloških metod je somatska hibridizacija z združitvijo protoplastov. Prvič so 
jo uspešno uporabili Carlson in sod. (1972) za pridobitev somatskega hibrida pri tobaku 
(Nicotiana sp.). 
6.1 IZOLACIJA PROTOPLASTOV IN REGENERACIJA 
Protoplasti so rastlinske celine, ki so brez celične stene. Pridobimo jih tako, da rastlinskim 
celicam odstranimo celično steno. To lahko storimo z mehansko ali encimsko metodo. 
Večinoma se uporablja encimska metoda, zanjo pa so na voljo komercialne mešanice 
encimov, ki omogočajo izolacijo protoplastov že v eno stopenjskem tretiranju. Najprimernejši 
rastlinski material za izolacijo so mladi listi, saj lahko donorska rastlina tako normalno raste 
naprej. Osmotski stabilizatorji so v pripravljenih mešanicah običajno že prisotni. Nujno je 
zagotoviti ustrezen pH, saj je od njega odvisno delovanje encimov (Chawla, 2002). 
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Za regeneracijo v novo rastlino je nujno izoblikovanje celične stene, šele nato pride do 
citokineze in posledično nastanka prvih kolonij. Za formacijo kalusa moramo kolonije 
prenesti na drugo gojišče, nato pa s specifičnimi reagenti inducirat organogenezo ali 
embriogenezo (Chawla, 2002). 
6.1.1 Kultura protoplastov pri rodu Actinidia 
Pri kiviju vrste A. eriantha so protoplaste iz listov uspešno izolirali Zang in sod. (1998). Kot 
rastlinski material so uporabili mlade liste sadik, ki so jih predhodno vzgojili in vitro. 
Uporabili so encimsko metodo z uporabo komercialno pripravljenih encimov. Prav tako so 
protoplaste iz listov z encimsko metodo uspešno izolirali pri vrsti A. chinensis (Tsai, 1988), 
pri A. deliciosa pa so kot rastlinski material uporabili listni pecelj rastline vzgojene in vivo 
(Oliveira, 1991). V vseh treh primerih so nato uspešno izvedli še regeneracijo iz protoplastov 
v novo rastlino. 
6.2 SOMATSKA HIBRIDIZACIJA 
Predvsem dvodomnost, dolg generacijski čas in različna ploidnost znotraj rodu Actinidia 
zmanjšujejo uspešnost v programih žlahtnjenja kivija. Večjo uspešnost lahko dosežemo z 
metodo somatske hibridizacije. Ta se je izkazala kot učinkovita metoda za premostitev 
medvrstne nekompatibilnosti ter za hitrejšo združitev genetskega ozadja dveh vrst in izražanje 
želenih lastnostih pri hibridih v F1 generaciji (Ferguson in Seal, 2008). Z njo je pomembnost 
spola pri hibridizaciji izločena, kar pomeni, da lahko direktno združimo genoma dveh ženskih 
rastlin. Izjemne izboljšave nudi tudi na področju genetike somatskih celic (Chawla. 2002). 
 
S somatsko hibridizacijo lahko v in vitro pogojih ustvarimo hibridno rastlino zgolj z 
združitvijo protoplastov. V hibridno celico se združita obe jedri in obe citoplazmi obeh 
staršev. Lahko pa pride le do združitve obeh citoplazem in zgolj enega jedra. To je nastanek 
cibrida. V vsakem primeru je potrebno predhodno izolirati protoplaste (Chawla, 2002). 
 
Zlitje protoplastov nato dosežemo spontano ali z indukcijo. Za indukcijo se najpogosteje 
uporablja tretiranje z natrijevim nitratom, kalcijevimi ioni ob visokem pH, metoda s polietilen 
glikolom ali elektrošok. V splošnem nam somatska hibridizacija omogoča križanje dveh 
rastlin, ki s standardnimi metodami ni izvedljivo, kot tudi prenos genov za odpornost na 
bolezni in abiotski stres, uvedbo želenih lastnosti pri hibridu ali citoplazemsko moško 
sterilnost (Chawla, 2002).  
6.2.1 Somatski hibrid rodu Actinidia 
Do somatskih hibridov znotraj rodu Actinidia, ki so se razvili v novo rastlino z želenimi 
lastnostmi, je uspelo priti Xiao in sod. (2004). Metodo somatske hibridizacije so pri 
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žlahtnjenju kivija uporabili za zmanjšanje abiotskega stresa. S pomočjo združitve 
protoplastov dveh diploidnih vrst so prišli do križanca med vrsto A. chinensis in vrsto A. 
kolomikta, ki je odporen na nizke temperature. 
 
Pri obeh vrstah so najprej izvedli izolacijo protoplastov. Pri A. chinensis so kot rastlinski 
material uporabili kotiledon, pri vrsti A. kolomikta pa listni mezofil. Za zlitje protoplastov so 
uporabili metodo s polietilen glikolom. S pomočjo štetja kromosomov, analizo ploidnosti in 
analiz na osnovi genoma so izbrali klon, za katerega so ugotovili, da je somatski hibrid 
(2n=4x) med obema vrstama. S pomočjo nadaljnjih testov so na listih v in vitro pogojih 
preverili odpornost hibrida na nizke temperature. Rezultati so pokazali, da je bolj podoben 
vrsti A. kolomikta in ima najverjetneje zato višjo toleranco na nizke temperature kot A. 
chinensis (Xiao in sod., 2004). 
7 REŠEVANJE NEDOZORELIH ZARODKOV KRIŽANCEV 
Naslednja biotehnološka metoda žlahtnjenja je reševanje zarodkov. Kultura zarodkov 
predstavlja sterilno izolacijo in razvoj zarodkov in vitro. Cilj je pridobiti rastlino, ki se je 
sposobna obdržati pri življenju in razmnoževati. Obstajata dve različni kulturi: kultura zrelih 
in kultura nezrelih zarodkov. Kulturo nezrelih zarodkov imenujemo tudi »embryo rescue« oz. 
reševanje zarodkov (Chawla, 2002). Prvi je kulturo nezrelih zarodkov uspešno vzpostavil 
Hanning (1904, cit. po Li in sod., 2015). Potencial za reševanje zarodkov križancev s to 
metodo se je prvič pokazal, ko je leta 1925 Laibach uspešno vzpostavil kulturo zarodkov 
križancev med Linum perenne x L. austriacum in prišel do viabilnih rastlin (cit. po Sharma in 
sod., 1996). Od takrat je metoda v uporabi prav z namenom preprečiti zakrnitev zarodkov 
križancev in ustvariti viabilno rastlino, hkrati pa tudi za premostitev dormance semen. Gre 
predvsem za reševanje zarodkov širokih križanj (Chawla, 2002). Pomembnost te metode se v 
splošnem in pri rodu Actinidia kaže v pridobivanju novih križancev, saj preprečuje izgubo v 
programih žlahtnjenja pridobljenih kultivarjev, v katere so iz divjih vrst vneseni geni želenih 
lastnosti.  
7.1 OMEJITVE RAZVOJA ZARODKOV 
Obširna hibridizacija, pri kateri se križa posamezne rastline dveh različnih vrst istega rodu ali 
celo različnih rodov, običajno vodi do neuspeha. Gre za večje število omejitev na nivoju pred 
oploditvijo in po njej, ki po naravni poti onemogočajo prenos genov iz divjih vrst na 
žlahtnjene kultivarje.  
 
Predoploditveno oviro predstavlja predvsem inhibicija rasti cevke za cvetni prah, 
pooploditveno oviro, ki ovira razvoj zigote po oploditvi in normalen razvoj semena, pa 
predvsem nepravilnosti v povezavi z endospermom. Ta je namreč ključen za razvoj zarodka, 
saj mu zagotavlja hranilne snovi. Neuspešen razvoj endosperma pri določenem hibridu 
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posledično vodi do stradanja in zakrnitve zarodka. Nekompatibilnost med zarodkom in 
endospermom se lahko kaže tudi v produkciji toksinov s strani endosperma ali pa v 
nepravilnem razmerju ploidnosti med njima, kar vodi v smrt zarodka (Chawla, 2002; 
Ferguson in Seal, 2008). Izolacija in vzpostavitev in vitro kulture nezrelih zarodkov križancev 
pred njihovo zakrnitvijo lahko prepreči pooploditvene omejitve medvrstne in med rodovne 
hibridizacije ter vodi v vzgojitev viabilnih križancev (Chawla, 2002).  
 
Ponavadi je neuspeh na različnih stopnjah v razvoju zarodkov križancev rodu Actinidia 
posledica križanja dveh vrst različne ploidnosti. Do tega lahko pride tudi zaradi različnega 
števila kromosomov ter v primeru, ko je pri križanju dveh vrst ploidnost v zarodku in v 
endospermu različna od razmerja 2:3. V teh primerih lahko zarodke rešimo z in vitro kulturo 
zarodkov, vendar jih moramo tekom razvoja izolirati dovolj zgodaj (Ferguson in Seal, 2008). 
Zarodki križancev se lahko nato normalno razvijejo po dveh poteh: direktno preko 
embriogeneze ali pa z regeneracijo preko kalusa (Kin in sod., 1990). 
7.2 PRINCIP METODE 
Princip metode je aseptična izolacija zarodkov in njihov prenos na ustrezno gojišče ter 
gojenje pod ustreznimi pogoji. Navadno pri sterilnosti in dezinfekciji ni težav, saj so cvetovi s 
plodnico pravočasno odstranjeni in je tako plodnica že sterilna. Iz nje se nato odstrani 
semensko zasnovo, kjer se nahaja zarodek. Tkivo v semenski zasnovi je prav tako že sterilno. 
Zarodek se iz semenske zasnove odstrani aseptično (Chawla, 2002). Za razliko od metode 
somatske hibridizacije z združitvijo protoplastov ploidnost s to metodo ostane nespremenjena. 
7.3 POMEMBNOST IZBIRE GOJIŠČA 
Najpomembnejša za zagotovitev uspešnega razvoja zarodkov v kulturi je izbira gojišča. 
Možen je dodatek vitaminov, aminokislin in rastnih regulatorjev, v nekaterih primerih pa tudi 
naraven ekstrakt endosperma (Chawla, 2002). 
 
Ravno zaradi tega so se tudi pri križancih rodu Actinidia Qin in sod. (2015) lotili optimizacije 
gojišča in vzpostavitve sistema za kulturo zarodkov F1 generacije križancev med vrstama A. 
deliciosa in A. arguta. Ustrezne koncentracije snovi v gojišču so rezultirale v visoko 
odstotnem preživetju zarodkov, kar odpira nove poti in viša potencial uspešnosti žlahtnjenja 
znotraj rodu Actinidia. Opimizacije gojišča so se predhodno lotili tudi Hirsch in sod. (2001), 
vendar za reševanje nerazvitih zarodkov, ki izhajajo iz križanj drugih vrst rodu Actinidia. 
Hibridizacijo so izvedli med: A. kolomikta x A. chinensis, A. polygama x A. valvata, A. arguta 
x A. polygama in A. kolomikta x A deliciosa ter omogočili razvoj teh križancev v viabilno 
rastlino, ki v nasprotnem primeru ne bi preživela.  
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7.4 REŠEVANJE ZARODKOV KRIŽANCEV RODU Actinidia 
Pri rodu Actinidia so bili v splošnem postopki reševanja zarodkov razviti predvsem z 
namenom reševanja zarodkov medvrstnih križancev. Kin in sod. (1990) so v in vitro kulturo 
uspešno prenesli zarodke križancev med A. chinensis × A. melanandra v primerni stopnji 
njihovega razvoja. Xi-jin in sod. (1992) so pri rodu Actinidia tehniko reševanja zarodkov 
uspešno uporabili za vzgojitev zarodkov križancev med A. deliciosa x A. eriantha ter med A. 
deliciosa x A. arguta v viabilno rastlino. 
8 MANIPULACIJA PLOIDNOSTI 
Če sta starša različne ploidnosti, je tradicionalno križanje oteženo, zato so v uporabi različne 
biotehnološke tehnike, ki omogočajo manipulacijo ploidnosti in s tem preprečujejo, da bi 
prišlo do anevploidij, nesposobnosti nadaljnje oploditve ter drugih težav. 
8.1 HAPLOIDIZACIJA 
8.1.1 Haploidi in njihova uporaba 
Haploidi so rastline, ki imajo en komplet kromosomov (n). V in vitro kulturi sta do formacije 
haploidnih zarodkov prvič uspešno prišla Guha in Maheshwari (1964) preko kulture 
prašnikov velecvetnega kristavca (Datura innoxia). Od takrat njihov pomen v programih 
žlahtnjenja strmo narašča, saj omogočajo hitro pridobitev homozigotov, preko katerih lahko 
na primer odkrijemo različne mutacije in izrazimo določene lastnosti. Poleg tega nam 
odpirajo dodatne možnosti za genetsko mapiranje ter omogočajo zmanjšanje inbriding 
depresije.  
 
Poleg haploidov poznamo tudi polihaploide, ki vsebujejo več kot en komplet kromosomov, 
ker izhajajo iz poliploidnih vrst. Mednje spadajo tudi nekatere vrste kivija, kot je npr. 
heksaploidna A. deliciosa (2n=6x), pri kateri je posledica indukcije nastanka haploidov 
pridobitev trihaploidnih rastlin, kot je to že uspelo Pandeyu in sod. (1990) ali pa npr. 
tetraploidna A. chinensis (2n=4x), pri kateri bi teoretično lahko prišli do dihaploidov. Za 
razliko od haploidov, pri polihaploidih ne moremo priti do čistih homozigotov z indukcijo 
podvojitve kromosomov, nam pa omogočajo križanja z drugimi vrstami kivija, ki sicer ne bi 
bila mogoča (Murovec in Bohanec, 2012). 
8.1.2 Uporaba metod za pridobivanje haploidov pri rodu Actinidia 
Do pridobitve haploidov lahko v glavnem pridemo po dveh različnih poteh, in sicer z 
indukcijo haploidov po materini ali indukcijo haploidov po očetovi strani. Preko ženskih 
cvetov lahko pridobivanje razdelimo še na izvajanje metode in situ (opraševanje) ali in vitro 
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(t.i. ginogeneza), med tem ko preko moških cvetov lahko haploide pridobimo le po in vitro 
poti (t.i. androgeneza) (Murovec in Bohanec, 2012). 
8.1.2.1 Oprašitev z obsevanim pelodom 
Pri in situ indukciji haploidov po materini strani lahko gre za opraševanje z različnim 
pelodom. Ta je v splošnem lahko iste vrste, druge vrste, pelod divjega sorodnika ali pa 
obsevan (Murovec in Bohanec, 2012). Ravno s slednjim so pri rodu Actinidia Pandey in sod. 
(1990) uspešno prišli do trihaploidnih rastlin in sicer pri kultivarju A. deliciosa 'Hayward'. 
Ženske cvetove so oprašili z obsevanim pelodom, kar je spodbudilo razvoj neoplojene 
semenske zasnove, saj je obsevan pelod nesposoben oploditve jajčne celice. Posledično je 
prišlo do uspešne partenogeneze in s tem do nastanka trihaploidnih rastlin. Prav tako sta se 
tega kasneje lotila še Chalak in Lagave (1997) ter ugotovila, da je pri nekaj zarodkih prišlo do 
spontanega podvojevanja trihaploidnih rastlin in s tem do nastanka heksaploidov. Nadaljnjih 
raziskav sta se lotila tudi Musial in Przywara (1998), ki sta preučila vpliv različne jakosti 
obsevanja peloda in genotipa peloda na razvoj zarodka in endosperma. Opazila sta nastanek 
semen samo z endospermom ter semen z endospermom in zarodkom. Ugotovila sta, da je 
pelod obsevan z višjo jakostjo gama žarkov vodil do uspešnejše partenogeneze. Kasneje pa 
sta prišla tudi do ugotovitve, da endosperm semen kivija, ki so posledica nastanka oprašitve z 
obsevanim pelodom, vsebuje manjše količine hranljivih produktov (Musial in Przywara, 
1999). 
8.1.2.2 Ginogeneza 
Druga možnost pridobitve haploidov preko ženskih cvetov je t.i. postopek ginogeneze. Pri 
tem postopku gre za vzpostavitev in vitro kulture različnih delov neoprašenih cvetov ženskega 
gametofita. Ponavadi se kot začetni material uporabi plodnica ali semenska zasnova. Velik 
vpliv na uspešnost ima kombinacija zagotovljenih pogojev rasti in genotip donorskih rastlin. 
Se pa ta metoda uporablja le kot alternativa androgenezi, opisani v nadaljevanju (Chawla, 
2002; Murovec in Bohanec, 2012). Pri rodu Actinidia se te metode za enkrat še niso poslužili. 
8.1.2.3 Androgeneza 
Tudi pri tem postopku gre za vzpostavitev in vitro kulture, vendar se kot začetni material 
uporabi dele moških cvetov. Najpogosteje so to prašniki ali mikrospore (nedozorel pelod). Za 
kulturo nedozorelih prašnikov je najprej potrebna površinska sterilizacija ter predtretiranje 
cvetnih poganjkov. Sledi odstranitev prašnikov pod sterilnimi pogoji in vzpostavitev kulture 
na ustreznem gojišču. Gre za enostavno, hitro in učinkovito metodo. Kot izboljšana verzija te 
metode je bila razvita kultura mikrospor. Namesto prašnikov na gojišče damo iz njih izolirane 
mikrospore. To pa naredimo tako, da odstranimo steno prašnikov (Chawla, 2002; Murovec in 
Bohanec, 2012). 
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Slika 1: Postopek androgeneze za pridobitev haploidov (Chawla, 2002: 76) 
Pri kiviju vrste A. arguta so slednjo metodo za pridobitev haploidov prvi uporabili Wang in 
sod. (2018). Uspešno so pridobili tako haploide kot podvojene haploide, ki izvirajo iz 
mikrospor. Uspelo jim je inducirati nastanek kalusa in izvesti nadaljnjo regeneracijo rastlin. 
Preizkusili so vpliv različnih faktorjev na indukcijo kalusa in diferenciacijo adventnih 
poganjkov. Faktorji, ki so se izkazali kot zelo vplivni na indukcijo kalusa, so: osnovno 
gojišče, rastni regulatorji, genotip, stopnja razvoja mikrospor ter predtretiranje z nizkimi 
temperaturami. Za regeneracijo adventnih poganjkov so ugotovili, da imata nanjo največji 
vpliv tip in koncentracija rastnih regulatorjev. Ploidnost 119 regenerantov so analizirali s 
pomočjo pretočne citometrije. Zaznali so tako haploidne, kot tudi tetraploidne, heksaploidne 
in oktaploidne rastline. 
8.2 INDUKCIJA PODVOJITVE KROMOSOMOV 
V splošnem lahko s podvojitvijo haploidov pridemo do čistih homozigotov. Kot že omenjeno 
pri poliploidih, kamor spadajo tudi nekatere vrste kivija, to ni mogoče, saj iz njih pridobljeni 
polihaploidi vsebujejo več setov kromosomov. Kjub temu pa lahko uporabimo enake metode 
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za indukcijo podvojitve kromosomov kot pri haploidih in s tem pridemo do želene ploidnosti, 
ki nam nato olajša nadaljnja križanja, ki sicer v naravi ne bi bila izvedljiva. 
 
Najpogosteje uporabljena metoda za podvojitev kromosomov je tretiranje s kolhicinom ali 
katerim drugim citostatikom. Slednji se veže na tubulin, inhibira polimerizacijo mikrotubulov 
in s tem prepreči nastanek delitvenega vretena med celično delitvijo. Ker je visoko toksičen, 
se ga uporablja v mili molarnih koncentracijah (Murovec in Bohanec, 2012). 
 
Wu in sod. (2011) so analizirali posledice tretiranja diploidnih kultivarjev A. chinensis s 
kolhicinom. Potrdili so, da je kolhicin povzročil podvojitev kromosomov in s tem omogočil 
pridobitev stabilnih avtotetraploidov. Za rastlinski material so uporabili izsečke listnih 
pecljev. Ploidnost so analizirali s pretočno citometrijo.  
8.3 KULTURA ENDOSPERMA 
Naslednja možnost manipulacije ploidnosti in vitro je uporaba kulture endosperma, ki 
omogoča pridobitev triploida iz diploidne vrste. Pridobitev triploidov s standardnimi 
metodami lahko dosežemo s križanjem diploida in tetraploida, vendar je križanje pogosto 
neuspešno. Regeneranti so anevploidi ter nesposobni nadaljnjega razmnoževanja. V takih 
primerih se kultura endosperma izkaže kot učinkovita biotehnološka metoda (Asakura in 
Hoshino, 2017; Ferguson in Seal, 2008). 
 
Pri žlahtnjenju stremimo h križanju vrst iste ploidnosti, saj je uspešnost pri tem večja. 
Pridobitev triploidov je pri tem pomembna kot baza za pridobitev heksaploidov z indukcijo 
podvojitve kromosomov. To nam omogoča nadaljnja križanja z drugimi vrstami rodu 
Actinidia, ki so heksaploidi (Asakura in Hoshino, 2017). 
8.3.1 Endosperm 
Endosperm je glavni vir hranil za zarodek pri cvetnih rastlinah. Pogojuje diferenciacijo 
zarodka in njegovo preživetje. Endosperm nastane z združitvijo dveh polarnih jederc in ene 
moške gamete, kar vodi v triploidnost te strukture. Običajno gre za kratko-živečo strukturo, ki 
izginja tekom razvoja zarodka. 
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8.3.2 Vzpostavitev kulture endosperma pri kiviju 
 
Slika 2: Priprava kulture endosperma pri kiviju (Asakura in Hoshino, 2017) 
Za vzpostavitev kulture endosperma potrebujemo semena plodov kivija. Glede na razvojno 
stopnjo kivijev ločimo zarodek od endosperma, če je to mogoče. V nasprotnem primeru 
pustimo semena intaktna. Če je ločitev mogoča, odstranimo semenski plašč in pod 
mikroskopom z iglo sterilno odstranimo zarodek. Preostanek endosperma nato uporabimo za 
izsečke kot začetni material. Celoten postopek izvajamo sterilno in ves material predhodno 
razkužimo (Asakura in Hoshino, 2017). 
8.3.3 Uporaba kulture endosperma pri rodu Actinidia 
Asakuri in Hoshinu (2017) je pri diploidu A. kolomikta uspelo iz kulture endosperma pridobiti 
triploidne regenerante in s tem povečati variabilnost te, v večini, diploidne vrste. Najprej so 
analizirali vpliv različne stopnje razvoja plodov in priprave izsečkov na formacijo kalusa in 
sicer za endosperm semen sadežev pobranih od 1-10 tednov po cvetenju. Glede na rezultate so 
za začetne izsečke uporabili endosperm sadežev pobranih 6-10 tednov po cvetenju in testirali 
še vpliv prisotnosti rastnih regulatorjev na nadaljnjo izoblikovanje kalusa in organogenezo. 
Uspešno se je razvil kalus na gojišču z dodatkom kinetina (citokinin, ki stimulira celično 
delitev). Pri slednjem so bili vidni tudi začetki poganjkov. Kalus so nato prestavili na medij z 
dodatkom zeatina (citokinin, ki stimulira rast stranskih poganjkov in korenin). Uspešno je 
prišlo do razvoja korenin in tako skupno vzgojenih 14 regenerantov. Pretočna citometrija in 
analiza kromosomov sta pokazali, da gre za triploidne rastline, razvite iz endosperma. 
Rezultati kažejo na to, da ima A. kolomikta dobro sposobnost regeneracije in da so regeneranti 
iste ploidnosti kot endosperm, kar kaže na potencial uporabe te metode pri manipulaciji 
ploidnosti v programih žlahtnjenja tudi pri drugih vrstah rodu Actinidia (Asakura in Hoshino, 
2017). 
9 GENSKA TRANSFORMACIJA 
Genska transformacija rastlin nam omogoča hitrejše in usmerjeno izražanje želenih lastnosti. 
Vnos določenih genov v rastlino vodi v kreiranje novih kultivarjev in povečanje količine in 
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kvalitete pridelka. Izvajamo jo na primer z namenom pridobivanja rastlin s specifično 
odpornostjo, spremembe fenotipskih lastnosti itd. Vnos genov v rastlino je lahko neposredni 
ali posredni. V Sloveniji sta prisotnost gensko spremenjenih rastlin na trgu in delo z njimi 
strogo regulirana (Zakon …, 2005). 
 
Začetki razvoja in uporabe metode genske transformacije rastlin segajo v 80. leta 20. stoletja. 
Leta 1983 je raziskovalcem na tem področju uspelo v rastline vnesti gene in vzgojiti gensko 
spremenjene regenerante. To jim je omogočila konstrukcija in uporaba vektorja iz bakterije 
Agrobacterium tumefaciens. Dokazali so, da se je gen, ne samo integriral v genom, ampak 
tudi prenesel v drugo generacijo (Bevan in sod., 1983; Fraley in sod., 1983). Pri rodu 
Actinidia je bil sistem posrednega vnosa genov prvič uporabljen leta 1990 pri vrsti A. 
deliciosa (cit. po Wang in Ling-Wang, 2007). 
9.1 POSREDNI VNOS GENOV Z BAKTERIJO Agrobacterium tumefaciens 
9.1.1 Agrobacterium tumefaciens in Ti-plazmid 
Bakterije rodu Agrobacterium pogosto najdemo v zemlji v stiku z rastlinskimi koreninami in 
steblom. Gre za gram-negativne bakterije, ki poleg kromosoma vsebujejo še dodaten t.i. Ti-
plazmid, ki povzroča, da je naraven sev teh bakterij fitopatogen. V ranjenem rastlinskem tkivu 
njegova prisotnost povzroča nastanek rakastih tumorjev. Kljub temu so omenjeni plazmidi 
dobro poznani kot učinkoviti vektorji za vnos genov v rastlinske celice v postopku rastlinske 
transformacije. Kot že omenjeno, je bil za potrebe rastlinskega genskega inženirstva  izdelan 
umetno pripravljen Ti-plazmid, ki se ga lahko brez težav uporabi kot vektor. Ta ima namreč 
odstranjene onc gene in gene za sintezo opinov, kar preprečuje nenadzorovano rast rastlinskih 
celic gostitelja (Bevan in sod., 1983; Chawla, 2002; Fraley in sod., 1983). 
9.1.2 Proces vključitve T-DNA v rastlinski genom 
V rastlinsko celico se prenese le del Ti-plazmida, imenovan T-DNA. Za to je nujno potrebna 
prisotnost nekaterih genov. Prvi so chv geni na bakterijskem kromosomu, katerih produkti so 
pomembni za pritrditev bakterije na rastlinsko celično steno. Drugi so vir geni, ki se nahajajo 
na Ti-plazmidu in so odgovorni za dejanski prenos T-DNA iz bakterijske v rastlinsko celico, 
kar zajema izrez T-DNA, prenos preko celičnih membran v citoplazmo rastlinske celice, 
transport v jedro ter vključitev v genom gostitelja. Za sprožitev delovanja vir proteinov so 
pomembne fenolne komponente, sproščene ob poškodbi rastline (npr. acetosiringon), ki ob 
vezavi z vir A proteinom sprožijo kaskado delovanja ostalih vir proteinov, kar rezultira v 
prenosu T-DNA v rastlinski genom. Za delovanje tega sistema je odgovorna prisotnost enakih 
robnih sekvenc T-DNA, katere prepozna specifična endonukleaza in tako sploh omogoči 
odcepitev in prenos enojne T-DNA (Chawla, 2002; Edgue in sod., 2017).  
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Ravno ta naravna pot vključitve T-DNA v rastlinski genom nam omogoča vnos točno 
določenih genov v rastlino z namenom uvedbe izboljšav in novosti. Načeloma lahko znotraj 
robnih sekvenc vnesemo gen, izoliran iz kateregakoli organizma. Važno je, da ga opremimo z 
ustreznim, rastlini prepoznavnim promotorjem ter terminalnim koncem, saj bo le tako lahko 
prišlo do pravilnega izražanja tega gena v genomu rastline. 
 
Poznamo dve osnovni obliki vektorskega sistema: 
- Cis ali integrirani, pri katerem se vir regija in T-DNA nahajata na istem kromosomu, 
- Trans ali binarni, pri katerem razoroženi Ti-plazmid vsebuje vir regijo, binarni plazmid 
pa T-DNA z želenimi geni. 
 
 
Slika 3: Proces vključitve T-DNA z binarnim vektorskim sistemom (Edgue in sod., 2017) 
9.1.3 Testi za potrditev uspešnosti rastlinske transformacije 
Za ugotovitev ali je bil vnos genov v rastlinski genom uspešen, poleg želenih tarčnih genov, 
običajno v genom rastline vnesemo še t.i. markerske ali testne gene. Ti kodirajo določene 
proteine, ki v rastlini navadno niso prisotni in s tem, ko pride do izražanja teh proteinov, 
lahko vidimo spremembe na fenotipskem nivoju. Pri nekaterih ob dodatku substrata vidimo 
barvno spremembo (npr. GUS markerski sistem), pri drugih pa spremembo vidimo pod 
fluorescenčnim mikroskopom (npr. GFP markerski sistem), saj določeni proteini pod UV 
svetlobo oddajajo določeno fluorescenco. Ob zaznavi izražanja in aktivnosti markerskega 
gena lahko posledično sklepamo, da se je tudi naš želen gen vgradil v genom rastline in smo 
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transformacijo uspešno izvedli. Poleg tega lahko uspešnost transformacije ugotovimo tudi na 
nivoju genotipa z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) ter analizo z agarozno gelsko 
elektroforezo, s hibridizacijo ali pa s sekvenciranjem (Štajner, 2018). 
9.2 TRANSFORMACIJE RODU Actinidia 
9.2.1 Odpornost na insekte pri vrsti A. chinensis 
Eden izmed večjih problemov v sadovnjakih kivija so škodljivci, zato je kontrola nad njimi 
zelo pomembna. Kljub temu, da obstaja veliko različnih standardnih metod za njihovo 
zatiranje, so te zelo zamudne. Mednje spada ročno odstranjevanje plevela, ki je lahko izvor 
različnega mrčesa ter žlahtnjenje s selekcijo, vendar ob tem prihaja do izgubljanja in izločitve 
tudi zaželenega genetskega materiala. Sem spada še uporaba pesticidov, ampak pri kemičnih 
je težava toksičnost, pri mikrobnih biopesticidih pa neučinkovitost. Ena izmed možnosti je 
tudi križanje že obstoječih na škodljivce odpornih staršev, vendar bi bilo vpeljevanje genov za 
odpornost iz divjih vrst v določen kultivar preveč zamudno (Zhang in sod,. 2015).  
 
Med glavne škodljivce v nasadih kivija spada molj Oraesia excavata. Zhang in sod. (2015) so 
rešitev za zgoraj navedene omejitve standardnih metod poiskali v biotehnološki tehniki 
transformacije kivija. Tako so prvi razvili transgen kivi, odporen na insekte. S pomočjo 
metode transformacije z bakterijo Agrobacterium so v genom A. chinensis preko rastlinskega 
materiala listnih izsečkov vstavili sintetični gen SbtCry1Ac, ki kodira insekticidni protein. Za 
to so najprej skonstruirali ekspresijski vektor in ga vstavili v A. tumefaciens, vzpostavili in 
vitro kulturo in izvedli postopek transfomacije listnih izsečkov. Testirali so kanamicinsko 
rezistenco. Preživeli so le transformirani izsečki, saj je zaradi infiltracije antibiotika 
kanamicina prišlo do selekcije. Z metodo verižne reakcije s polimerazo (PCR) in DNA 
analizo po Southernu so potrdili in dokazali, da se je gen integriral v genom. Analiza na 
insekte po 10 dneh od infekcije s škodljivcem Oraesia excavata je pokazala v povprečju 75,2 
% stopnjo inhibicije. Z vpeljavo tega gena za odpornost na insekte v germplazmo kivija, se je 
povečal potencial v vzgojitvi različnih vrst kivija rodu Actinidia, odpornih na škodljivca 
Oraesia excavata v standardnih programih žlahtnjenja kivija. 
9.2.2 Povišanje tolerance na slanost pri vrsti A. deliciosa 
Uspevanje rastlin in njihova produktivnost je v veliki meri odvisna tudi od koncentracije soli 
v okolju, zato je pomembno, da imajo rastline dovolj visok prag tolerance na slanost, glede na 
okolje, v katerem se nahajajo. Višja kot je toleranca, boljše je.  
 
Ta lastnost je zelo pomembna tudi za visok donos plodov kivija, zato so Tian in sod. (2011) 
pri vrsti A. deliciosa s pomočjo metode transformacije poskušali izboljšati toleranco na 
slanost. Uspešno jim je to omogočila povečana ekspresija gena AtNHX1 vakuole za antiporter 
Na+/H+, prenesen iz rastline Arabidopsis thaliana. Ta antiporter namreč igra pomembno vlogo 
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pri ohranjanju pravega razmerja Na+/K+ ionov, tako v citoplazmi kot v organelih. S 
prenosom Na+ ionov preko membrane v zameno za H+ ione omogoča vzdrževanje tega 
razmerja in posledično preživetje rastline v s soljo obremenjenem okolju. Preobčutljivost na 
sol v tleh so sicer predhodno že poskušali izboljšati s standardnimi metodami žlahtnjenja, 
vendar so naleteli na težave in neučinkovitost, zato so se Tian in sod. (2011) poslužili genske 
transformacije. Po uspešno izvedenem postopku transformacije z A. tumefaciens so tako kot 
pri zgoraj omenjeni raziskavi, tudi tukaj izvedli PCR metodo in DNA analizo po Southernu in 
tako potrdili integracijo gena v genom kivija. Za potrditev ekspresije gena so se poslužili PCR 
metode z reverzno transkriptazo (RT-PCR). Rezultati so pokazali, da so transgene rastline 
odpornejše od rastlin divjega tipa za 200 mmol/L. Potencial se kaže v tem, da bi se lahko z 
vnosom omenjenega gena in njegovo povečano ekspresijo povečalo odpornost na slanost tudi 
pri drugih vrstah rodu Actinidia. 
9.2.3 Vpliv na strukturo rastlin pri vrsti A. deliciosa 
Med fenotipske lastnosti, ki se jih želi spreminjati pri kiviju, spada tudi struktura rastlin, saj je 
od tega odvisna tudi količina donosa posamezne rastline. Zaželena je nižja in razvejana rast, 
na to pa ima velik vpliv endogena koncentracija citokininov. V procesu biosinteze ima 
ključno katalitsko vlogo encim izopentil transferaza (IPT), ki ga kodira ipt gen (Honda in 
sod., 2011). 
 
Pri kiviju vrste A. deliciosa so Honda in sod. (2011) z vnosom ipt gena iz bakterije 
Agrobacterium tumefaciens uspešno poskušali vplivati na strukturo lesnatih rastlin preko 
nadzorovanja endogenih koncentracij citokininov. Transgeni poganjki z ipt genom se niso 
koreninili v in vitro kulturi, zato so jih cepili na sadike divjega tipa, da so lahko ugotovili 
njihove morfološke lastnosti. Uspešno so bile cepljene tri linije, ki so kazale fenotipske 
lastnosti, tipične za povečano produkcijo citokininov, to pa sta pritlikavost in razvejanost. 
Poleg tega se je pri teh rastlinah povečalo število popkov. Kjer je bila ekspresija ipt gena 
povečana, je prišlo do povečane biosinteze specifičnega citokinina in enega izmed 
prekurzorjev, kar kaže na to, da je morfologija rastlin odvisna od ravni ekspresije ipt gena in 
posledično endogene koncentracije citokininov. Študija kaže potencial vnosa ipt gena tudi v 
druge vrste znotraj rodu Actinidia in manipulacijo strukture njihovih trt preko vpliva izražanja 
tega gena na endogene koncentracije citokininov. 
9.2.4 Preprečitev nekroze pri transformaciji vrste A. arguta 
Ena od težav, ki pesti in vitro postopke, je tudi nekroza oz. odmiranje celic, kar se najprej 
kaže v porjavitvi rastlinskega tkiva. Do težav je prišlo tudi pri postopku transformacije kivija 
vrste A. arguta, zato so se Han in sod. (2010) za to vrsto lotili optimizacije sistema 
transformacije in uspešno preprečili nekrozo. Z zmanjšanjem koncentracije soli v gojišču in 
različno intenziteto svetlobe so premostili težavo porjavitve in nekrozo tako izsečkov kot 
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kalusa. Izkazalo se je, da je najbolj ustrezna nizka intenziteta svetlobe in polovica standardne 
koncentracije soli v gojišču. Optimizacija postopka gojenja je rezultirala v uspešni produkciji 
transformiranih poganjkov in regeneraciji v nove rastline, kar so dokazali z GUS testom in 
PCR metodo. 
10 ZAKLJUČEK 
Razvoj na področju metod žlahtnjenja, njihova optimizacija in rutinska uporaba imajo ključen 
pomen v programih žlahtnjenja. Pri kiviju je to še večjega pomena, saj je zaradi različnih 
omejitev rasti kivija standardno žlahtnjenje oteženo. Hiter napredek na področju rastlinske 
biotehnologije omogoča hitrejše in učinkovitejše pridobivanje novih kultivarjev kivija. S tem 
se povečuje donos pridelka in pridobitev rastlin z želenimi lastnostmi. V tej smeri so potrebne 
še dodatne raziskave. Dosedanji dosežki v smeri žlahtnjenja kivija, in pri tem uporaba 
biotehnoloških metod v kombinaciji s standardnimi, pa kažejo na ogromen potencial na tem 
področju. 
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